



















Study of inhibitory effects of phytochemicals on octanoylated ghrelin 
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CoA：coenzyme A（補酵素 A） 
DMEM：Dulbecco’s modified Eagle’s medium（ダルベッコイーグル培地） 
DMSO：dimethyl sulfoxide（ジメチルスルホキシド） 
EDTA：ethylenediaminetetraacetic acid （エチレンジアミン四酢酸） 
EGC：epigallocathechin（エピガロカテキン） 
EGCG：epigallocathechin gallate（エピガロカテキン没食子酸） 
ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay（酵素結合免疫測定法） 
GHS：growth hormone secretagogue（成長ホルモン放出促進因子） 
GOAT：ghrelin O-acyltransferase（グレリン O アシルトランスフェラーゼ） 
GPR：G protein-coupled receptor（G タンパク共役型受容体） 
MTT：3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide（3-（4,5-ジメチ
ルチアゾール-2-イル）-2,5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド） 
PBS：phosphate buffered saline（リン酸バッファー） 




































































因子（growth hormone secretagogue, GHS）受容体のリガンドとして、ラットの胃
から単離・精製された28個のアミノ酸残基からなるペプチドホルモンである [2]。
グレリンは主に胃の酸分泌腺のある胃体部から分泌され、循環血中に放出され
る [3]。その分泌を担っている X/A-like 細胞は胃体部の内分泌細胞の 20～25%を
占めている [3]。グレリンは、3 位のセリン残基がオクタン酸によりアシル化さ
れたオクタノイルグレリンおよびアシル基修飾のないデスアシルグレリンの主















ヒト GHS 受容体は 7 回膜貫通型の典型的な G タンパク質共役型受容体で、
GHS1a 受容体と GHS1b 受容体の 2 つのサブタイプが存在する [2, 8]。オクタノ
イルグレリンは胃の近傍に存在する迷走神経の GHS1a 受容体に結合し、空腹の
シグナルを中枢に伝達する。このシグナル伝達により、視床下部の神経ペプチ
ド neuropeptide Y および agouti-related peptide が分泌され、摂食亢進作用が発現す
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Octanoylated ghrelin (human)
Des-acyl ghrelin (human)
Fig. 1 Two forms of ghrelin.















スプライシングにより生成したグレリン mRNA が、117 アミノ酸のプレプログ
レリンへと翻訳され、シグナルペプチドの切断によりプログレリンとなる [10]
（Fig. 2）。さらに ghrelin-O-acyltransferase（GOAT）の作用を受け [11]、3 位セリ
ン残基にオクタノイル基が結合した後、プロホルモン転換酵素 furin、PC1/3 お
よび PC2 の働きにより、C 末端側ペプチドが切断され、オクタノイルグレリン
となる [10]（Fig. 2）。また、GOAT によるアシル化修飾を受けなかったものは、




















GOAT は 435 アミノ酸からなり、その mRNA は上部消化管に多く発現してい
る [11]。GOAT 遺伝子欠損マウスでは、血中オクタノイルグレリンが検出され
ないため [13]、 GOAT はグレリンのオクタノイル化に必須の酵素であると思わ
れる。小胞体に存在する GOAT はグレリン特異的な酵素であり、オクタン酸の
カルボキシル基と coenzyme A （CoA）の脱水縮合によって生じるオクタノイル
CoA を基質とする [14]。GOAT はオクタノイル CoA だけでなく、ヘキサノイル




鎖長と関係しており、炭素数 4 のブタン酸および炭素数 16 のパルミチン酸はア





られないことから、PC1/3 はプログレリンの C 末端切断に関与すると考えられて
いる [12]。その後、オクタノイルグレリンの産生が報告されているヒト甲状腺
髄様がん細胞（TT cell）およびヒト白血病細胞（HEL cell）を用いた研究によっ
て、PC1/3 だけでなく、PC2 または furin もプログレリンの C 末端の切断能を有
することが明らかにされている [18]。切り出された C 末端側から生成したオベ











みられたことが報告されている [24]。また、グレリンの N 末端 5 アミノ酸配列







ッセイ系を確立している [26]。AGS-GHRL8 細胞は、ヒト胃がん上皮細胞 AGS

















の探索を行った。また、第 2 章では、AGS-GHRL8 細胞においてオクタノイルグ
レリン産生・分泌抑制効果を示した物質の in vivo における効果を検討した。さ


































































Cell-based assay system for screening of compounds 
















Oleanolic acid Ursolic acid








































































入した。EGCG、0.5w/v%トリプシン-5.3mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid 
(EDTA)-4Na溶液および 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
（MTT）は和光純薬工業より購入した。Dulbecco’s modified Eagle’s medium
（DMEM）および phosphate buffered saline（PBS）は Life Technologies より購入し
た。その他、実験に必要な試薬は和光純薬工業より購入した。 







AGS-GHRL8 を用いた [26]。AGS-GHRL8 細胞の培養は、10%ウシ胎児血清添加
DMEM 培地中、37℃、5%CO2条件下で行った。PBS で細胞を洗浄後、PBS で 10







AGS-GHRL8 細胞の生存率に及ぼす各被験物質の影響を MTT アッセイにより
検討した。AGS-GHRL8 細胞を 96 ウェルプレートに 3×103個/100 μL/ウェルで播




を 25 μL 加え 4 時間培養後、培地を吸引除去した。生成したホルマザンを溶解す
るために dimethyl sulfoxide（DMSO）を 100 μL 添加し、5 分間振とう後、マルチ




1-4. AGS-GHRL8 細胞の培地中オクタノイルグレリン濃度の測定 
 
12 ウェルプレートに AGS-GHRL8 細胞を 5×105個/mL/ウェルで播種し、24 時
間培養した。PBS で細胞を 2 回洗浄し、100 μmol/L オクタン酸および所定濃度
の被験物質を加えた培地を 1mL 添加後、さらに 24 時間培養した。培地をマイク
ロチューブに回収し、1/10 容量の 1 mol/L 塩酸を添加・混和し、オクタノイル
グレリン濃度測定用サンプルとした。オクタノイルグレリン濃度の測定は、
enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）により行った。また、トリプシン溶






 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3













ン酸、コロソリン酸およびウルソール酸では、それぞれ 50 μmol/L、6.25 μmol/L、

















































0 μmol/L 12.5 μmol/L
25 μmol/L 50 μmol/L
6.25 μmol/L
100 μmol/L
Viability of AGS-GHRL8 cells treated with test triterpenes. Data are
shown as viability relative to control (0 μmol/L) (100%) and represented





グレリン産生・分泌への影響を調べた結果、25 および 50 μmol/L のアシアチン
酸、12.5 および 25 μmol/L のコロソリン酸、100 μmol/L のグリチルレチン酸、50
および 100 μmol/L のオレアノール酸ならびに 6.25 および 12.5 μmol/L のウルソ
ール酸は、AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌を有意に抑制し








Effects of test triterpenes on octanoylated ghrelin production and secretion
in AGS-GHRL8 cells. Octanoic acid was added at 100 μmol/L in all
experiments. Data are shown as octanoylated ghrelin concentrations
relative to control (0 μmol/L). Each value represents mean ± SD (n=6). * P




































































































































































































































































0 μmol/L 12.5 μmol/L
25 μmol/L 50 μmol/L
6.25 μmol/L
100 μmol/L
Fig. 8 Viability of AGS-GHRL8 cells treated with caffeic acid,
chlorogenic acid, citric acid and EGCG. Data are shown as
viability relative to control (0 μmol/L) (100%) and represented
mean ± SD (n=6) (Tukey’s test).
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Effects of caffeic acid, chlorogenic acid, citric acid and EGCG on
octanoylated ghrelin production and secretion in AGS-GHRL8 cells.
Octanoic acid was added at 100 μmol/L in all experiments. Data are
shown as octanoylated ghrelin concentrations relative to control
(0μmol/L). Each value represents mean ± SD (n=6).

















































































































































2-3. AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に及ぼす EGCG 加水
分解産物の影響 
 










































0 μmol/L 12.5 μmol/L
25 μmol/L 50 μmol/L
6.25 μmol/L
100 μmol/L
Fig. 11  Viability of AGS-GHRL8 cells treated with EGC and gallic acid. Data are
shown as viability relative to control (0 μmol/L) (100%) and represented





























































































Effects of EGC and gallic acid on octanoylated ghrelin production and
secretion AGS-GHRL8 cells. Octanoic acid was added at 100 μmol/L in
all experiments. Data are shown as octanoylated ghrelin concentrations
relative to control (0 μmol/L). Each value represents mean ± SD (n=6).
* P ＜0.05 vs. control (Tukey’s test).
























一方、緑茶カテキンの 1 種である EGCG は、オクタノイルグレリン産生・分
















も属するガレート型カテキンは 67LR に結合し、ヒスタミンの遊離を抑制するが 
[50]、EGC などの非ガレート体は 67LR への結合能を有しておらず、ヒスタミン
3D structures of asiatic acid, glycyrrhetinic acid, and betulinic acid.

























遊離を抑制しないことが報告されている [51]。本研究で用いた AGS-GHRL8 細










































制作用を明らかにした。しかし、これらの知見は AGS-GHRL8 細胞を用いた in 
vitro 実験系で得られたものであり、in vivo でも同様の結果が得られるか否かの
検討が必要である。 
 第 2 章では、第 1 章でオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示したト










分を Table 1 に示す。D(+)-グルコースおよびヒドロキシエチルセルロースは和光
純薬工業より購入した。その他、実験に必要な試薬は和光純薬工業より購入し
た。 







実験動物は、雄性 C57BL/6J マウス（日本 SLC）を用いた。マウスは恒温恒湿
（22±2℃、約 60%）および 12 時間の明暗サイクル（点灯 7：00～19：00）で管
理された動物実験室で 1 ケージに 1 頭ずつ入れて飼育した。生後 6 週齢のもの
を購入し、1 週間の馴化後、実験に使用した。水および食餌は自由摂取させた。 
Ingredient Content
EGCG 94% or more
Caffein 0.1% or less
As2O3 1.0 μg/g or less
Pb 10.0 μg/g or less
Cd 0.5 μg/g or less
Hg 0.1 μg/g or less



























Nitrogen free extracts 50
Others 7 













(g% of total fatty acids) 
CE-2 D12451
Myristic (14:0) 1 1
Palmitic (16:0) 16 19
Palmitoleic (16:1) 1 1
Stearic (18:0) 2 10
Oleic (18:1) 21 34
Linoleic (18:2)  44 30
Others 15 5








シエチルセルロースに 2 または 4 mg/mL になるよう懸濁したオレアノール酸を










通常食を摂餌させた C57BL/6J マウスに、蒸留水に 10 mg/mL になるよう溶解
した TEAVIGO®（EGCG94%以上含有）を 100 mg/kg でゾンデにより経口投与し
た。コントロール群には蒸留水を投与した。EGCG の半減期が 3.7 時間とされて
いるため [58]、TEAVIGO®の投与は 1 日 3 回とした。初日は 7：00 に投与を開始、
その後 8 時間おきに投与し、3 日目の 15：00 に最終投与を行った。心臓採血お
よび胃の採取は、最終投与日の 13：00 から 6 時間の絶食後、麻酔下で行った（Fig. 
15）。TEAVIGO®の投与開始時および最終投与時に体重を測定した。 
fasted
day 2day 1 day 3




day 4 day 5 day 6 day 7
weighing weighing























 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3
群以上）の平均値の比較は Tukey 検定により行った。有意水準は、いずれも 5％
とした。 
fasted
16h8h 24h0h 64h 70h32h 40h 48h 56h





















Effects of oleanolic acid in standard diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or 40
mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight
gain over the 7-day treatment period. Each value represents mean ± SD (n


















































































































































Effects of oleanolic acid in high-fat diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or 40
mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight































































Effects of oleanolic acid in high-glucose diet-fed mice. Oleanolic acid (20 or
40 mg/kg) was administered via oral gavage once daily for 7 days. (A)
Relative plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B)
Cumulative food intake over the 7-day treatment period. (C) Body weight







































































































































































Effects of TEAVIGO® in standard diet-fed mice. TEAVIGO® (100 mg/kg)
was administered via oral gavage 3 times daily for 3 days. (A) Relative
plasma concentrations of octanoylated ghrelin. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (vehicle). (B) Body
weight gain over the 3-days treatment period. Each value represents mean






本章では、オレアノール酸および EGCG の in vivo における効果を検討した。 





アノール酸が in vivo においても、オクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を










































が減少した。この要因として、1 日 3 回のゾンデを用いた経口投与によるマウス
へのストレス負荷の影響が考えられた。 











本章では、第 1 章において AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグレリン
産生・分泌抑制作用が明らかとなったオレアノール酸および EGCG の in vivo に
おける影響を C57BL/6J マウスを用いて検討し、以下の知見を得た。 
 
1）オレアノール酸 

















 オクタノイルグレリンは、GOAT によるプログレリンの 3 位セリン残基へのオ
クタノイル基付加後に、furin、PC1/3 および PC2 などのプロホルモン転換酵素に
よる C 末端側ペプチド鎖の切断が起こることにより生成する [10]。このことか
ら、GOAT およびプロホルモン転換酵素の遺伝子発現量の低下は、オクタノイル
グレリン産生の抑制につながると考えられる。本章では、AGS-GHRL8 細胞の
GOAT および furin ならびにマウス胃の ghrelin、GOAT、furin、PC1/3 および PC2
の遺伝子発現にトリテルペンおよび EGCG が影響するか否か検討した。 
 また、オクタノイル化の基質となるオクタノイル CoA はオクタン酸のカルボ





















Chemical structures of β-amyrin and uvaol. These compounds are
substituted oleanolic acid’s or ursolic acid’s carboxylic by methyl or


























ウバオールおよび β-アミリンは Sigma-Aldrich より購入した。RNAlater、Fast 
SYBR Green Master Mix および TRIzol試薬は Life Technologiesより、ReverTra Ace
は TOYOBOより購入した。ヒトのGOATおよび furin、マウスのグレリン、GOAT、
furin、PC1/3、PC2 ならびに 18S ribosomal RNA のプライマーは Genenet もしくは






























Human and Mouse 18S ribosomal RNA
sense 5’-GAAACCCGTTGAACCCCATT-3’
antisense 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’




第 1 章でオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用を示した 50μmol/L のアシ
アチン酸、25 μmol/L のコロソリン酸、100 μmol/L のグリチルレチン酸およびオ
レアノール酸、12.5 μmol/Lのウルソール酸ならびに 100 μmol/Lの EGCG存在下、
24時間培養したAGS-GHRL8細胞から、TRIzolを用いてRNAを抽出後、ReverTra 
Ace による逆転写を行い、cDNA を作製した。また、第 2 章 1-4 で採取したマウ
スの胃を TRIzol 中でホモジネート後、細胞と同様の方法で cDNA を調製した。
調製した cDNAを鋳型に、SYBR Green法により遺伝子発現量を定量的に調べた。
リアルタイム PCRは Fast SYBR Green Master Mixを用いて 7900HT Fast Real-time 
PCR システム（Applied Biosystems/Life technologies, Carlsbad, CA, USA）により行
った。PCR は 95℃、20 秒 1 サイクルの後、95℃、1 秒および 60℃、20 秒 40 サ
イクルの条件で行った。AGS-GHRL8 細胞については発現が確認されている
GOAT および furin、マウスについてはグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2



















 データは平均±標準偏差で示した。2 群間の平均値の比較は t 検定、多群間（3






2-1. AGS-GHRL8 細胞の GOAT および furin の遺伝子発現に及ぼすトリテルペ
ンおよび EGCG の影響 
 
トリテルペンおよび EGCG による AGS-GHRL8 細胞培地中オクタノイルグレ
リン濃度低下に、GOAT および furin の遺伝子発現量の変化が関与しているか否
かを調べた。アシアチン酸は GOAT および furin の mRNA 発現量を有意に上昇
させた。コロソリン酸、グリチルレチン酸、オレアノール酸およびウルソール

























































Effects of test triterpenes or EGCG on the mRNA expression. (A) GOAT
and (B) furin in AGS-GHRL8 cells treated test triterpenes or EGCG.
Data are shown as relative mRNA revels in triterpene- or EGCG-treated
AGS-GHRL8 cells to the control (0μmol/L). Each value represents






























































































PC1/3Ghrelin GOAT Furin PC2
Fig. 22 Effects of oleanolic acid on mRNA expression of ghrelin, GOAT, furin,
PC1/3, and PC2 in stomach tissue collected from standard diet-fed mice.
Data are shown as relative expression levels of each mRNA to those in


































Control TEAVIGO®  100 mg/kg
Fig. 23 Effects of TEAVIGO® on mRNA expression of ghrelin, GOAT, furin,
PC1/3, and PC2 in stomach tissue collected from standard diet-fed mice.
Data are shown as relative expression levels of each mRNA to those in
control and represented mean ± SD (n=8~10) (t-test).
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行った。β-アミリンは 6.25 μmol/L まで、ウバオールは 12.5 μmol/L まで、





























0 μmol/L 12.5 μmol/L
25 μmol/L 50 μmol/L
6.25 μmol/L
100 μmol/L
Fig. 24  Viability of AGS-GHRL8 cells treated with β-amyrin and Uvaol. Data are
shown as viability relative to control (100%) (0 μmol/L) and represented









細胞生存率に影響を及ぼさなかった 6.25 μmol/L の β-アミリンおよび 12.5 
μmol/L のウバオールの AGS-GHRL8 細胞のオクタノイルグレリン産生・分泌に


















































Effects of oleanolic acid and β-amyrin (A), and ursolic acid and uvaol (B) on
octanoylated ghrelin production and secretion in AGS-GHRL8 cells. Octanoic
acid was added at 100 μmol/L in all experiments. Data are shown as
octanoylated ghrelin concentrations relative to control (0 μmol/L). Each value
















































の 3 位セリン残基のオクタノイル化および C 末端側ペプチドの切断により生成
する。3 位セリンの水酸基のオクタノイル化は GOAT が担い [11]、プログレリ
ンの C 末端ペプチド鎖の切断には、プロホルモン転換酵素である furin、PC1/3





子 2 の mRNA 発現増加、コロソリン酸による単球走化性タンパク質-1 低下およ
びウルソール酸によるエストロゲン受容体 α の mRNA 発現低下が報告されてお
り [64-68]、EGCG に関しては、アポトーシス誘導因子 CHOP の mRNA 発現低




たは EGCG の影響を調べたが、トリテルペン処理および EGCG 処理のいずれも、
GOAT および furin の mRNA 発現量を低下させなかった。したがって、AGS- 
GHRL8 細胞におけるトリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・
分泌の抑制に GOAT および furin が関与する可能性は低いと考えられた。 
また、通常食摂餌マウスへのオレアノール酸投与は、グレリン、GOAT、furin、
PC1/3 および PC2 の mRNA 発現量に有意な変化をもたらさなかった。このこと
から、in vitro の結果と同様にオレアノール酸によるマウス血中オクタノイルグ
レリン濃度低下は遺伝子発現量の変化によるものではないと推察された。 







AGS-GHRL8 細胞における EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作
用の機序として、67LR の関与も考えられる。EGCG は、67LR を介してヒスタ
ミンのエキソサイトーシスを抑制することが知られており [70]、AGS-GHRL8
細胞の 67LR に EGCG が作用し、オクタノイルグレリンのエキソサイトーシス
を抑制した可能性が考えられる。ガレート体のカテキンは 67LR に結合するが、
非ガレート体は結合しないという報告もある [50]。第 1 章で、ガレート体の
EGCG はオクタノイルグレリン産生・分泌を抑制するが、非ガレート体の EGC
はその作用を示さないことを明らかにした。この相違は、オクタノイルグレリ

































ノイル CoA の産生が減少する可能性である。もう 1 つは、トリテルペン自体が
GOAT を阻害するという可能性である（Fig. 26）。 
 
 


















あることから [71]、オレアノール酸などのトリテルペンが GOAT の活性を阻害
することにより、オクタノイルグレリンの産生を抑制した可能性は低いと考え
られた。 
オクタノイルグレリンの産生・分泌には、セロトニン 2B および 2C 受容体、













トリテルペンおよび EGCG は、AGS-GHRL8 細胞における GOAT および furin
の遺伝子発現を低下させなかった。このことから、トリテルペンおよび EGCG
の AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグレリン産生・分泌抑制作用への
GOAT および furin の遺伝子の関与は薄いものと考えられる。 
 
2）マウス胃における遺伝子発現 



































細胞は GOAT および furin を発現しており、オクタノイルグレリン産生・分泌抑
制物質探索の in vitro 実験系に利用されている。 
本研究では、トリテルペン、カフェイン酸、クロロゲン酸、クエン酸および
EGCG などのフィトケミカルに着目し、上記の in vitro 実験系および in vivo 実験
系にて、以下の検討を行った。 




















第 3 章では、トリテルペンおよび EGCG のオクタノイルグレリン産生・分泌
抑制作用の機序を検討した。トリテルペンおよび EGCG は、AGS-GHRL8 細胞
の GOAT および furin の mRNA 発現量に有意な影響を及ぼさなかった。このこ
とは、トリテルペンおよび EGCG の AGS-GHRL8 細胞におけるオクタノイルグ
レリン産生・分泌抑制機序に GOAT および furin の遺伝子の関与は薄いことを示
唆している。 
 マウス胃のグレリン、GOAT、furin、PC1/3 および PC2 の mRNA 発現量は、
オレアノール酸投与による変化はみられなかったが、TEAVIGO®投与では、グレ




























Caffeic acid ND ND
Chlorogenic acid ND ND
Citric acid ND ND
EGCG
Table 6 Results of in vitro study.  










Table 7 Results of in vivo study.  
, decreased; , no effect.  
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